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UTILISATION D'ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-FERRITINES 
DANS LE TRAITEMENT DE CERTAINS CANCERS 

La presente invention vise a fournir de nouveaux moyens pour le 
• diagnostic et la therapie des cancers caracterises par une sur-expression 
5 des produits des genes de la famille Myc. Ces moyens incluent 
essentiellement I'utilisation d'anticorps monoclonaux reconnaissant un 
epitope commun aux isoferritines acides et basiques. 

La ferritine est une proteine d'un poids moleculaire de 440.000 kda 
utilisee pour le stockage du fer dans les cellules. Depuis 1942, date a 
io laquelle GRANICK isola la ferritine hepatique et jusqu'a ces dernieres 
annees, cette molecule etait consideree comme une proteine de stockage 
du fer, uniquement cellulaire, principalement localisee dans le foie, la rate 
et la moelle osseuse. Elle semblait n'apparaTtre dans le serum qu'a 
I'occasion d'une surcharge ferrique importante ou lors d'une necrose 
15 hepatique avec liberation de cette proteine tissulaire dans I'espace 
vasculaire. Des methodes de detection plus sensibles realisees a I'aide de 
traceurs radioactifs, enzymatiques ou fluorescents ont permis de mettre en 
evidence I'existence d'une concentration basale en ferritine serique et 
d'etudier les variations de celle-ci au cours de diverses pathologies. 
20 Parallelement a ces travaux, quelques equipes de recherche se sont 
efforcees : 

- d'affiner les connaissances relatives a la structure biochimique de 
la ferritine tissulaire ; 

- de preciser la signification de I'heterogeneite des formes 
25 moleculaires designees sous le terme "d'isoferritines" ; 

- de comparer les differentes caracteristiques de la ferritine extraite 
du plasma ou de divers organes sains ou pathologiques. 

Les donnees actuelles montrent que la ferritine est un edifice 
macromoleculaire constitue d'une structure glycoproteique en forme de 
30 coque, YApoferritine, qui en est le composant proteique et qui renferme au 
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sein de la cavite qu'elle constitue un noyau metallique d'atomes de fer 
distribues en cristaux ferriques 

L'analyse cristallographique aux rayons X de la ferritine a revele la 
presence de 24 sous-unites, distributes selon une symetrie rigoureuse. 
Les sous-unites sont de deux types H et L. 

Les genes codant pour chacune de ces sous-unites ont ete clones 
et leur localisation chromosomique est connue (Murow H.N., Aziz N M 
Leibold E.A. et al, The Ferritin genes expression and regulation, Ann NY 
Acad. Sc.. 1988, 528 113). La sous-unite de type H, de poids moleculaire 
21 000 est majoritaire parmi les isoferritines les plus acides telle la ferritine 
extraite des cellules HeLa ou la ferritine d'origine cardiaque (H = heart) 
mais elle est presente egalement en moins grande quantite dans le foie et 
la rate. Le deuxieme type de sous-unite (L) de poids moleculaire 16 000 est 
majoritaire de .facon plus specifique parmi les molecules les plus basiques 
d'origine hepatique (L = liver) ou splenique. 

Le fer stocke dans la ferritine est mobilise pour la synthese de 
proteines qui incorporent des ions ferreux ou ferriques comme composants 
fonctionnels (hemoglobines et enzymes telles les cytochromes et les 
catalases). Les principales fonctions de la ferritine dans le foie, la rate et la 
moelle sont, d'une part, de proteger les tissus de I'oxydation et des 
dommages causes par les radicaux fibres produits par les interactions avec 
le fer, I'eau et I'oxygene et, d'autre part, de reutiliser le fer pour la synthese 
d'hemoglobines. Dans les autres organes ou dans le plasma, la ferritine ne 
contient pas ou peu de fer et sa fonction est actuellement mal comprise. 

II est connu depuis longtemps qu'il existe differents phenotypes de 
ferritine (isoferritines) (Drysdale J.W. (1977), Structure and metabolism, 
(Ciba Foundation Symposium 51 New series), pages 41-57. Des 1965, 
Richter demontra que la ferritine preparee a partir de foie humain et de 
cellules carcinomateuses epidermoides HeLa presentait des vitesses de 
migration electrophoretique differentes sans que les differences de contenu 
en fer puissent I'expliquer. Au total, une vingtaine d'isoferritines ont ete 
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caracterisees. 

Par des techniques comme I'electrofocalisation, la 
chromatographie echangeuse d'ions, I'electrophorese bidimensionnelle en 
conditions denaturantes, on a montre que les isoferritines sontformees par 
5 la combinaison variables en proportion des deux sous-unites H et L (Murow 
et al, supra). 

Le role des isoferritines basiques est bien connu, particulierement 
celui de la ferritine serique dans les phenomenes directement lies au 
metabolisme du fer. Celui des ferritines acides est controversy : de 
10 nombreux auteurs en font un marqueur tumoral chez I'homme. Des 1 968, i! 
a ete decrit une a2 H globuline, plus tard denommee a2 H isoferritine, 
presente dans le serum de malades atteints de differentes neoplasies 
(Buffe D. et al, Presence d'une proteine d'origine tissulaire a2-Hglobuline 
dans le serum de sujets atteints d'affections malignes, Int. J. Cancer (1968) 
3: 850-856). Marcus D. et al (J. Natl. Cancer Disti. (1975) 55:791-795) 
decrivent a leur tour une ferritine anormale dans le serum de malades 
atteints de cancer du sein. Drysdale J. et al, (Cancer Res. (1974) 34: 3352- 
3361) decrivent une isoferritine acide identique a la ferritine contenue dans 
les cellules HeLa et dont la concentration est particulierement elevee dans 
differents types de neoplasies. Moroz C, et al. (Clinical Exp. Immunol. 
(1977) 29: 30-76) decrivent un facteur, qui est une isoferritine, secrete par 
une sous-population de lymphocytes T presents particulierement dans le 
cancer du sein et la maladie de Hodgkin. II est notoire enfin que la plupart 
des processus neoplasiques humains (Maladie de Hodgkin, cancers du 
sein, de I'ovaire, du pancreas, du poumon, cancers epidermoides de la tete 
et du cou, neuroblastomes, leucemies aigues lymphoblastiques (LAL), 
sarcomes de Kaposi etc.) s'accompagnent d'une elevation du taux de 
ferritine serique. Dans tous ces cas, un niveau de ferritine serique eleve est 
un facteur pronostique negatif (Hann H.W., Evans A.E., Siegel S.E. et al, 
Cancer Res., (1985) 45; 2843-2848 ; Jacobs A., Slater A. Wittaker J.A. et 
al., J. Cancer, (1976) 34: 533). 
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II a pu etre montre par ailleurs dans quelques types de cancers une 
augmentation locale tumorale de la ferritine tissulaire, sans que I'origine 
reactionnelle stromale ou purement tumorale de cet exces de ferritine ait 
ete formellement precisee. Neanmoins, tous les auteurs sont d'accord pour 
considerer qu'il s'agit de ferritine acide. 

Le developpement des anticorps, et notamment des anticorps 
monoclonaux, dans I'imagerie ou pour le traitement de certaines 
pathologies a fait I'objet de tres nombreux developpements. 

Une revue de ces developpements a ete publiee en 1998 (P.S. 
Multani et al. (1998), Journal of Clinical Oncology, vol. 11. 16 : 3691-3710). 
^utilisation diagnostique ou therapeutique des anticorps dans un systeme 
de ciblage de cellules avec des substances ayant une toxicite selective 
pour eliminer specifiquement des cellules pathologiques est connue sous le 
nom anglo-saxon de "magic bullet". 

Les differentes possibles d'utilisation des anticorps monoclonaux 
dans ce concept sont schematiquement les suivants : 

a) I'utilisation de l'anticorps natif comme effecteur immunitaire, 
faisant appel dans les therapies anti-tumorales a une activite CDCC (pour 
complement dependent cell cytotoxicity) ou ADCC (antibody dependant cell 
cytotoxicity). L'anticorps presentant une certaine specificite vis-a-vis de 
cette cellule cible via ses fragments Fab peut ensuite entramer une 
reaction d'immunite cellulaire grace aux fragments Fc du meme anticorps. 
II peut s'agir aussi d'un blocage d'un recepteur de la cellule cible ou d'une 
vaccination anti-idiotypique specifique de I'antigene tumoral ; 

b) l'anticorps peut §tre couple a une toxine ou a un medicament ; 
l'anticorps est alors un vecteur qui transporte ladite toxine ou ledit 
medicament sur la cible ; 

c) les anticorps peuvent egalement jouer un role de vecteur 
galenique par couplage avec des liposomes ou d'autres systemes 
analogues dans lesquels peuvent etre introdurts des substances 
cytotoxiques ou des medicaments, soit des oligonucleotides anti-sens, etc. 
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d) les anticorps peuvent etre radiomarques directement ou 
indirectement (chelate ou anticorps bispecifique avec site « antichelate, 
etc. ») et leur rayonnement utilise a des fins therapeutiques ou d'imagerie. 
Parmi les isotopes utilises, notamment pour marquer les anticorps, 
plusieurs possibles existent. La plus generalement utiiisee fait appel a 
I'iode 131. Cette methode a de nombreux inconvenients (fixation de I'iode 
sur la thyroide, existence de deshalogenases endogenes). De plus, I'iode 
131 n'emet pas un rayonnement p pur. Enfin, sa distance d'irradiation est 
courte(1,1 mm). 

Le couplage a I'indium 111 pour I'imagerie ou lYttrium 90 pour la 
therapie a ete egalement developpe. Dans ce cas, le couplage est 
generalement realise par greffage d'un chelate sur I'anticorps, le chelate 
fixant I'emetteur radioactif selon des techniques decrites et developpees 
par I'equipe de S.M. Quadri et H.M. Vriesendorp (Vriesendorp H.M. et al. 
(1991), J. Clin. Oncol. 9: 918-928 ; P.E. Borchardt et al. (1998), The 
Journal of Nuclear Medicine 39: 476-484). Le choix de I'Yttrium 90 comme 
radio-isotope therapeutique est pertinent pour la cancerologie. C'est en 
effet un isotope qui emet un rayonnement p pur; sa demi-vie est de 
67 heures et son rayon d'irradiation est de 6,6 mm. II semble ainsi bien 
adapte au traitement des masses tumorales solides, notamment la maladie 
de Hodgkin et les lymphomes malins non hodgkiniens. Des resultats 
encourageants ont ete obtenus par la meme equipe (H.M. Vriesendorp et 
al. (1995), Cancer Research, 55: 58-92). Ces auteurs decrivent des essais 
de traitement avec des anticorps polyclonaux anti-femtine marques a I'Y 90 
chez des patients ayant une maladie de Hodgkin resistante aux methodes 
de traitement classiques associant chimiotherapie et radiotherapie exteme 
et greffes de moelle osseuse. 

Effectivement, une des caracteristiques biologiques' de cette 
maladie est une hyperexpression par les cellules tumorales et les cellules 
reactionnelles qui les entourent de ferritines. L'imagerie des sites tumoraux 
(Indium 1 1 1) et le traitement des formes resistantes de cette maladie par le 
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systeme decrit dans Vriesendorp et al (1995), Cancer Research, 55: 58-92 
a donne de bons resultats. 

Par ailleurs, il est connu que la famille d'oncogenes Myc (pour les 
plus importants c, N, L) code pour des proteines nucleaires se liant a 
I'ADN. Dans une cellule normale, la transcription des genes Myc augmente 
dans les heures suivant un signal mitogenique. Les proteines codees par 
les genes de la famille myc possedent un motif "leucine zipper" (fermeture 
a glissiere leucine). Cette structure permet la formation d'heterodimeres 
(avec c-fos ou c-jun) ou d'homodimeres. On concoit actuellement la 
fonction du produit de c-myc comme une fonction de regulation de la 
transcription de genes cellulaires impliques dans ('initiation de la mitose. De 
facon schematique, les genes myc acquierent des proprietes oncogenes 
par des mecanismes qui aboutissent a une surexpression de leurs 
produits. Cette surexpression peut etre secondaire : 

- soit a une amplification du gene, 

- soit a une activation de la transcription du gene, 

- soit a des modifications post-transcriptionnelles entraTnant une 
stabilite accrue des ARNm. L'etude in vivo, de la surexpression de produits 
de genes de la famille myc dans differents tissus par la creation d'animaux 
transgeniques, confirme ces faits. Enfin toute augmentation de proliferation 
s'accompagne physiologiquement d'une expression accrue de genes de la 
famille myc. 

Les trois membres principaux de la famille myc (c, N, L) sont parmi 
les oncogenes les plus frequemment retrouves actives, par ces trois 
differents mecanismes, dans les cancers humains. En particulier, c-myc 
dans les lymphomes malins, L-myc et N-myc dans les cancers du poumon 
a petites cellules et les neuroblastomes d'ou ce dernier a ete caracterise. 
Dans la plupart des tumeurs malignes humaines, le degre d'expression des 
genes myc est un facteur pronostique negatif. 

Les genes cibles connus dont la transcription est regulee par les 
produits des genes de la famille myc sont peu nombreux. Le gene codant 
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pour la chaTne H de !a ferritine est le dernier gene dont il vient d'etre 
montre qu'il etait regule negativement par le produit du gene c-myc (Wu et 
al., Coordinated regulation of iron controlling genes, H ferritin and IRP2 c- 
myc. Science (1999) 283 : 676-679). Autrement dit, I'expression du gene c- 
5 myc et/ou d'autres membres de cette famille dans les cellules cancereuses 
est inversement proportionnelle a I'expression de la ferritine. 

La presente invention resulte de la constatation inattendue et non 
previsible d'apres les donnees disponibles exposees ci-dessus selon 
laquelle certains anticorps monoclonaux apres immunisation de souris 
10 avec une ferritine extraite et purifiee a partir d'une rate humaine 
presentaient une tres grande specificite dans le ciblage de cellules 
cancereuses ou de cancers dans lesquels le gene myc est sur-exprime. 

La technique d'extraction-purification de la ferritine utilisee permet 
d'obtenir les deux formes acide et basique de la ferritine avec un grand 

is taux de purete. La technique d'extraction-purification mise en ceuvre dans 
la presente invention consiste en particulier a I'extraction et la purification 
de ferritines humaines extraites et purifiees de patients atteints d'anemie 
microspherocytaire. De facon inattendue certains des anticorps 
monoclonaux, obtenus par utilisation de la technique classique de Kolheret 

20 Milstein, reconnaissent un epitope commun a toutes les isoferritines acides 
et basiques et uniquement humaines (J. Kadouche et al C.R. Acad. Sc. 
Paris (1982) t. 295 serie III, page 443). Le screening des anticorps 
monoclonaux se fait en deux etapes : i) selection des anticorps antiferritine 
par capture sur phase solide recouverte avec la meme ferritine que celle 

25 utilisee pour I'immunisation des animaux ; ii) revelation de la fixation des 
anticorps specifiques anti-ferritine fixes sur cette phase solide par ajout 
dans les puits de la mime ferritine radiomarquee a I'iode 125. La selection 
des anticorps sur phase solide a I'aide de la ferritine purifiee et en utilisant 
la ferritine marquee a I'iode 125 permet ainsi de selectionner des anticorps 

30 diriges contre un epitope commun et repetitif a toutes les isoferritines 
acides et basiques humaines. On entend par « epitope repetitif », un meme 
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epitope present en plusieurs exemplaires sur une molecule. 

L'invention resulte egalement de la mise en evidence selon 
laquelle, contrairement a ce qui etait previsible au vu de I'article de Wu et 
al. (supra), les anticorps monoclonaux specifiques des deux formes de 
ferritine reconnaissent les cellules tumorales ou les tissus cancereux dans 
lesquels le gene C-myc est surexprlme. 

La presente invention porte sur I'utilisation, dans la fabrication d'un 
medicament pour la therapie d'un cancer dont les cellules presentent une 
surexpression du produit d'un gene de la famille myc, d'un anticorps 
monoclonal anti-ferritine ou un fragment de celui-ci ou d'une construction 
incluant un tel fragment, ledit anticorps ou ledit fragment reconnaissant un 
epitope commun aux ferritines humaines acides et basiques. 

Par construction incluant un fragment d'anticorps, on entend un 
produit d'une sequence polynucleotidique codant ledit fragment et un 
polypeptide presentant une fonction de stabilisation ou de transport, tel 
I'albumine, I'ovalbumine ou un fragment de celles-ci. On peut egalement 
entendre un conjugue associant I'anticorps ou le fragment d'anticorps a un 
adjuvant et/ou une molecule ou structure assurant le transport et/ou la 
stabilite dudit anticorps, comme des liposomes, des vesicules cationiques, 
des nanoparticules. II peut s'agir enfin d'une combinaison du produit d'une 
sequence telle que decrite ci-dessus conjugue a un adjuvant et/ou une 
molecule ou structure assurant le transport et/ou la stabilisation de la 
molecule. 

Une utilisation therapeutique ou diagnostique in vivo des anticorps 
monoclonaux necessite que ceux-ci reunissent des qualites particulieres de 
specificite, d'affinite et de non-toxicite. Par non-toxicite, on entend le fait 
que ceux-ci n'induisent pas de reactions immunitaires ou de rejets vis-a-vis 
d'une substance susceptible d'etre administree a long terme et de toutes 
les fa 9 ons en administration repetee. Par specificite, on entend le fait que 
les anticorps monoclonaux en cause ne presentent pas de reaction croisee 
avec des antigenes autres que les ferritines. 
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En terme de specificite, il est important que I'anticorps reconnaisse 
a la fois les isoferritines acides (specifiques des processus neoplasiques, 
forme H) et les isoferritines basiques (metabolisme martial forme L). 

L'anticorps monoclonal antiferritine selon I'invention doit egalement 
avoir une affinite pour I'antigene correspondant suffisante de facon a 
eliminer au maximum la diffusion de cet anticorps, le cas echeant porteur 
d'une substance toxique ou therapeutique dans des tissus ou des cellules 
sains. Dans le cadre de la presente invention, I'affinite pour les ferritines 
doit etre superieure a 1 0' 9 Mole/litre. 

Par ailleurs, il est preferable que I'epitope commun aux isoferritines 
acides et basiques soit un epitope repetitif. La repetition d'un meme 
epitope sur les isoferritines permet la fixation de plusieurs anticorps sur une 
meme molecule de ferritine. Les proprietes diagnostiques et therapeutiques 
des produits de couplage resultants de ces anticorps sont ainsi 
avantageusement ameliorees. 

L'invention porte egalement sur les anticorps monoclonaux 
antiferritines pour le diagnostic ou la therapie des cancers ou des cellules 
tumorales dans lesquels une surexpression d'un gene de la famille myc est 
observee et qui presentent les caracteres suivants : 

- il reconnait un epitope commun aux ferritines acides et basiques 
et, de preference, il ne reconnatt pas les ferritines non humaines et mieux 
encore, ledit epitope commun aux ferritines acides et basiques est un 
epitope repetitif; 

- son affinite pour I'antigene est superieure a 10" 9 Mole/litre. 

Les anticorps selon I'invention sont de preference des 
immunoglobulines IgG de type Kappa. Mais, il peut egalement s'agir d'lgM 
qui, par la multiplicity de leurs sites de reconnaissance epitopique, permet 
d'ameliorer le ciblage. Lorsque I'on effectue une injection in vivo 
directement dans la lesion, I'lgM est preferee dans la mesure ou elle a dix 
sites de liaison a I'antigene ; le rendement est alors meilleur. 

Par diagnostic, on entend tant le diagnostic in vitro que 
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rimmunoscintigraphie ou toute methode de diagnostic in vivo utilisant 
I'anticorps monoclonal comme vecteur d'une substance permettant sa 
localisation. 

La qualite des anticorps monoclonaux utilisables selon I'invention 
resulte, d'une part, de la qualite de I'antigene utilise pour 1'immunisation et, 
d'autre part, de son degre de purete. 

La ferritine utilisee pour immuniser les souris dans le procede 
d'obtention des anticorps monoclonaux provient d'une rate pathologique 
d'une maladie de Minkowski-Chauffard extraite par la methode de Granick 
au sulfate d'ammonium et au sulfate de cadmium modifiee. C'est cette 
ferritine extraite et purifiee qui, selon un protocole decrit dans I'exemple 1 
ci-apres qui a ete utilisee pour immuniser les souris afin d'obtenir les 
hybridomes producteurs des anticorps monoclonaux. 

Le tableau I ci-dessous resume un certain nombre de 
caracteristiques des anticorps obtenus apres clonage des hybridomes 
obtenus selon la technique d'extraction purification et immunisation selon 
I'invention. 

Dans ce tableau, sont indiquees la denomination des monoclonaux 
et des polyclonal testes, leur nature isotypique, leur affinite vis-a-vis de la 
ferritine et la reactivite vis-a-vis de toute une serie de ferritines mesuree par 
precipitation par la technique d'immuno-diffusion d'Ouchterlony. Les 
anticorps utilisables selon I'invention doivent avoir une reactivite negative 
pourtoutes les cellules ou tissus non humains, a savoir la rate de cheval et 
la LIA (pour le lemia inhibitors activities), ce qui n'est le cas pour aucun des 
anticorps polyclonaux ni pour le monoclonal M211. 

Une autre caracteristique des anticorps utilisables selon I'invention 
est leur constante d'affinite ; il apparaTt que parmi les anticorps de ce 
tableau, seuls le B8 et M2&sont utilisables dans I'invention. 

Enfin, dans un mode de realisation particulier, les anticorps de 
I'invention sont diriges contre un epitope repetitif commun aux isoferritines 
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acides et basiques. De tels anticorps sont mis en evidence a I'aide d'un 
test Sandwich ELISA tel que decrit dans I'exemple 2 ci-apres et illustre a la 
figure 3. La possibility de mise en oeuvre d'un tel test confirme que 
plusieurs anticorps peuvent se fixer sur une meme molecule de ferritine. 
5 Cette propriete confere un avantage determinant pour leurs utilisations 
diagnostique ou therapeutique. 
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L'usage in vivo d'anticorps monoclonaux murins ou animaux est 
neanmoins limite du fait de la production par I'organisme d'anticorps anti- 
especes rendant rapidement inefficaces voire dangereuses (anaphylaxie, 
maladie a immuns-complexes, production d'anticorps anti-idiotypes) les 
5 injections iteratives. II est done preferable d'eliminer les parties Fc de ces 
anticorps murins, soit par humanisation, soit par reconstitution. La solution 
consistant a developper des anticorps chimeriques a souvent ete utilisee 
(Nature 321 (1986) 321: 522-525). II est desormais possible, de doner les 
genes codant pour les deux chaTnes des anticorps monoclonaux produits 
10 par des hybridomes, ceux-ci pouvant etre manipules in vitro et reintroduits 
ensuite dans des cellules secretrices, telles des lignees lymphoTdes ou 
autres, apres leur reinsertion dans les vecteurs d'expression appropries 
aux cellules choisies. De nouveaux anticorps monoclonaux sont ainsi 
construits avec des regions variables de souris ou de rats et des regions 
15 constantes humaines. Differents types d'immunoglobulines peuvent etre 
obtenus. Leur specificite dans tous les cas sera la meme que celle des 
regions variables utilisees mais ils possederont les proprietes effectrices 
des immunoglobulines humaines suivant I'isotype choisi dans la 
construction. 

Une seconde approche consiste a reconstituer les anticorps 
(Reshape antibodies) (Riechmann et al. (1988), Nature 332: 323-327). 
Schematiquement, le point de depart de cette approche est I'observation 
que les sites de contact des anticorps avec les epitopes des antigenes 
qu'ils reconnaissent sont localises sur certaines sequences des regions 
variables dites hypervariables. La technique consiste a greffer les regions 
hypervariables d'une immunoglobuline murine appelee "r§gion determinant 
la complementarite avec I'antigene" ou "CDR" sur les regions variables 
d'une immunoglobuline de classe G humaine. 

Enfin, Clackson et al. (1991), Nature, 352 : 624-628 et I'equipe de 
Lerner (Huse et al. (1989), Science, 246: 1275-1281) ont utilise la 
technique PCR pour amplifier des genes V des chaTnes lourdes 
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d'immunoglobu.lines G murines exprimees. Differents repertoires ont ainsi 
ete crees a partir d'ADN genomique extrait de rate de souris immunisees. 
Une librairie de vecteurs portant les sequences des genes variables de 
Tensemble des anticorps a ete realisee. Un bacteriophage X est utilise 
comme vecteur d'expression dans E. coli . Cette technique permet 
I'obtention de domaines VH simple chaine des anticorps. On produit 
ensuite des fragments simple chaine Fv, obtenus a partir d'un domaine VH, 
M a un domaine VK par un linker, par utilisation de la technique PCR. 
Cette methode permet done de produire de facon simple et finalement peu 
coGteuse les fragments specifiques dans un environnement non- 
immunogene. 

Enfin, les anticorps monoclonaux selon I'invention, qu'ils soient de 
type IgG ou IgM, peuvent etre mono-specifiques, bi-specifiques ou 
polyspecifiques. Les techniques de manipulation genetique decrites ci- 
dessus permettent d'associer dans une molecule des specificites, d'une 
part, pour la ferritine et, d'autre part, pour un recepteur ou un antigene de 
surface specifique d'une cellule que I'on souhaite cibler. 

II existe differentes possibility pour utiliser les anticorps 
monoclonaux dans le concept de "magic bullet". La premiere est d'utiliser 
(•anticorps comme effecteur immunitaire, faisant appel dans les therapies 
anti-tumorales a une activite de type CDCC (complement dependent cell 
cytotoxicity) ou ADCC (antibody dependent cell cytotoxicity). II peut 
egalement s'agir d'un blocage d'un recepteur de la cellule tumorale ou 
d'une vaccination anti-idiotypique specifique de I'antigene tumoral. 

Dans I'utilisation selon I'invention, I'anticorps ou le fragment de 
celui-ci peut etre couple avec une molecule X, ou X est une molecule 
toxique, un medicament ou une prodrogue ou une sequence nucleotidique 
ou un deuxieme anticorps quelque soit sa specificite de reconnaissance. 
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a) X est une molecule toxique : 

Un premier exemple est le cas oil X est un isotope radioactif, de 
preference a emissions p. Parmi les methodes de couplage des isotopes 
radioactifs sur des proteines, notamment des anticorps monoclonaux, 
plusieurs possibility existent. En effet, plusieurs travaux utilisant des 
anticorps polyclonaux antiferritines marques a I'lndium 111 (In 111) et a 
Yttrium (Y 90) ont donne des resultats interessants concernant, d'une part, 
I'imagerie des sites tumoraux, de preference avec In 111 et, d'autre part, ie 
traitement des formes refractaires de la maladie de Hodgkin (Y 90) (P.E. 
Borchardt et al. (1998), The Journal of Nuclear Medicine, 39: n° 3 page 
476). ' 

Qu'il s'agisse d'lgM ou d'lgG, I'isotope radioactif est couple a 
Tanticorps par des techniques de chelation decrites, sort dans Borchardt et 
al. (voir supra). 

Le choix de (Yttrium 90 comme radioelement therapeutique est 
particulierement pertinent : c'est un isotope a rayonnement 0 pur, sa demi- 
vie est de67 heures et son rayon d'irradiation de 6,6 mn. II semble 
parfaitement adapte au traitement des masses tumorales, notamment la 
maladie de Hodgkin, les lymphomes ou les cancers du pancreas 
notamment. 

X peut egalement etre une molecule toxique de type chalne A de la 
ricine, I'Abrine ou de la toxine diphterique. La toxicite de ces polypeptides 
est connue. Elles peuvent etre coUplees a I'immunoglobuline par des 
liaisons de type carboxylique ou par tout type de liaison permettant de 
coupler des proteines entre elles, notamment par leurs residus -COOH, - 
NH2, -SH, etc., et qui sont bien connues de I'homme du metier. 

b) X est une molecule cytotoxique : 

Des medicaments cytotoxiques sont connus, d'autres sont en 
developpement. Us ont comme propriete de bloquer la division cellulaire 
soit par blocage de la transcription, sort par blocage de la traduction sort 
par induction d'apoptose. A trtre d'exemple, on peut citer la mrtomycine 
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I'adriamycine, le taxol, etc. Le probleme qui subsiste toujours avec 
I'utilisation de tels medicaments est leur toxicite vis-a-vis de cellules saines, 
ou de tissus sains. Les anticorps monoclonaux selon I'invention, mono- 
specifiques de la ferritine ou bi-specifiques vis-a-vis de la ferritine et d'un 
5 recepteur permet le ciblage de ces substances sur les cellules choisies. 

c) X est un vecteur galenique ou une prodrogue. 
Afin d'ameliorer la stabilite et, eviter la biodegradation ou une 

activite toxique vis-a-vis des cellules saines, I'anticorps monoclonal selon 
I'invention peut etre couple a un vecteur de type liposome, ou des 
emulsions de type cationique deja utilisees comme systeme 
d'administration de medicaments (Texeira et al. (1999) Pharmaceutical 
Research, 16: 30-36). II peut s'agir egalement de lipides cationiques tels 
que ceux decrits par D. Deshpande et al. (1998), Pharmaceutical 
Research, 15: 1340-1347. Dans ce type de vecteurs, il est particulierement 
approprie d'integrer des molecules cytostatiques et/ou cytotoxiques de type 
ARN et ADN antisens. Neanmoins, pour les raisons citees plus haut et 
visant toutes a augmenter la specificite du ciblage, et la diminution de la 
cytotoxicity des differents toxiques utilisables, les molecules citees au point 
b) ci-dessus peuvent etre avantageusement portees par ces vecteurs. 

d) X est un deuxieme anticorps, 
sort dirige contre la ferritine permettant le cross-linkage 
de plusieurs molecules de ferritine, 
sort dirige contre un antigene de cellules lymphoTdes 
dendritiques, macrophagiques ou de type Natural Killer 
(tels que CD20, CD30, CD33, HNK1, CD56, a titre 
d'exemples), permettant alors le recrutement de ladite 
cellule et son activation au niveau de la cellule tumorale, 
sort enfin dirige contre un recepteur situe sur une cellule 
tumorale cible permettant ainsi le cross-linkage de la 
cellule cible avec la ferritine. 

Dans les points a), b), c) et d) ci-dessus, X peut etre egalement 
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couple a une chaTne carbonee sensible aux esterases. Cette chame, d'une 
longueur de 5 a 15 atomes de carbone, lineaire ou ramifiee, est sensible 
aux esterases. Le couplage de la molecule X a ce type de chaTne dans 
I'utilisation therapeutique est particulierement interessant dans la mesure 
5 ou les cellules saines ont des systemes enzymatiques notamment des 
esterases, contrairement aux cellules cancereuses. Done, dans ce mode 
de realisation, seules les cellules cancereuses seront marquees par 
I'anticorps couple a I'isotope marque; Taction des esterases dans les 
cellules saines conduira a un relargage de I'isotope dans la circulation 
10 generaie, et done seules les cellules cancereuses beneficient d'un 
marquage specifique et differentiel. 

La presente invention porte egalement sur un procede de 
determination ou de localisation de la presence eventuelle chez un individu 
d'une tumeur ou de cellules cancereuses dans lesquelles le produit d'un 
15 gene de la famille myc est surexprime comprenant une etape de marquage 
in v'tro, ex vivo ou in vivo desdites cellules ou de ladite tumeur avec un 
anticorps monoclonal anti-ferritine ou un fragment de celui-ci couple 
directement ou indirectement a une substance emettrice d'un signal, ledit 
anticorps ou ledit fragment reconnaissant un epitope commun aux ferritines 
20 humaines acides et basiques. Dans ce procede, I'anticorps est de 
preference couple a un isotope radioactif ; a titre d'exemple, I'lndium 1 1 1 
est particulierement approprie pour I'utilisation des anticorps monoclonaux 
selon I'invention en immunoscintigraphie. La qualite des anticorps 
monoclonaux selon I'invention telle que decrite plus haut, a savoir sa 
25 specificite et son affinite, est importante dans le procede de determination 
ou de localisation selon I'invention. 

L'homme du metier saura, .en tant que de besoin, coupler a 
I'anticorps mono- ou bi-specifique le signal approprie a la mise en evidence 
et/ou a la localisation d'une tumeur ou de cellules tumorales. A titre 
30 d'exemple, on peut citer les signaux emetteurs de fluorescence ou de 
luminescence couples par toute methode appropriee a I'anticorps. Un 
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exemple de methode largement utilise est le couplage avidine/biotine. 

Un autre objet de I'invention est le produit du couplage entre un 
anticorps monoclonal tel que decrit ci-dessus et presentant les 
caracteristiques de specified vis-a-vis des ferritines H et L humaines et 
d'affinite superieure a 10" 9 Mole/litre, avec une substance X choisie dans un 
groupe constitue de : 

- radioisotopes a emission beta, alpha ou gamma ; 

- molecules cytotoxiques de type chame A de la ricine, Abrine, ou 
chame A de la toxine diphterique ; 

- substances cytolytiques de type methotrexate, mitomycine, taxol 
ou adriamycine ; 

- des ARN et ADN antisens. 

Elle concerne egalement les prodults de couplage dans lesquels X 
est stabilise par un vecteur de type liposome ou emulsion cationique. Elle 
concerne egalement un produit de couplage dans lequel un espaceur 
constitue d'une chame carboxylique entre 5 et 15 atomes de carbone est 
integre dans le produit de couplage et permet de liberer la molecule X 
lorsque le produit de couplage est mis en presence d'esterases 
endogenes. 

Dans I'ensemble des differents aspects de I'invention decrits ci- 
dessus, il etait particulierement surprenant de constater que I'utilisation des 
anticorps monoclonaux antiferritines ou fragments de ceux-ci, le cas 
echeant couples a un isotope radioactif, a une substance cytotoxique ou 
cytostatique trouvait son application dans le diagnostic et le traitement de 
toutes les tumeurs et cellules cancereuses qui presentent une 
suppression du produit de genes myc. Sans limiter pour autant le champ 
d'application, differents types de cancers, pour lesquels ce. type de 
traitement parait particulierement approprie sont les suivants : 

a) la maladie de Hodgkin : 

II 6tait deja connu et decrit que des patients refractaires aux 
traitements classiques de la maladie ont pu etre traites avec un anticorps 
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polyclonal antiferritine marque a I'Yttrium 90 (H.M. Vriesendorp et al (1997), 
Cancer Supplement, December 15, vol. 80, n° 12, pages 27-21). 
b) le cancer du pancreas : 

Le cancer du pancreas concerne 8.000 nouveaux cas par an en 
5 France. Ce cancer a un pronostic catastrophique dans le sens ou il y a 
moins de 3 % de survie a cinq ans. Ce cancer est peu chimio-senslble ; il 
est radio-sensible mais radio-incurable (organe critique). Les traitements 
actuels sont la cbirurgie, si possible, la radiotherapie ou la radiotherapie 
per-operatoire. L'avantage de I'utilisation des anticorps monoclonaux 
antiferritines couples a un isotope radioactif, notamment de rYttrium 90 est 
que la dose de radiotherapie delivrable est potentiellement multipliee par 
20, accompagnee d'une toxicite secondaire tres faible. En effet, la 
consequence du ciblage evite une destruction de I'isotope radioactif dans 
la circulation generate et ce dernier est directement cible a I'interieur des 
15 tumeurs. 

c) le carcinome hepato-cellulaire : 

Ce cancer du foie represente environ 15 cas pour 
100.000 habitants, lis sont operables dans 20 % des cas avec un pronostic 
de 40 % a cinq ans. Dans les 80 % des cas inoperables, le pronostic est de 
10 % a cinq ans. Aucun traitement n'a encore prouve son efficacite hormis 
le lipiodol radioactif. Le traitement par les composes de Invention permet 
d'augmenter I'index therapeutique (temps de residence/emission) de 4 a 10 
par rapport au traitement au lipiodol marque a I'iode 131, egalement du fait 
de I'administration directement tumorale de I'isotope. 

d) le carcinome de la tete et du cou (cancer des voies aeriennes 
digestives superieures ou VADS). 

Ces cancers concernent 12.000 cas par an en France et 
presentent 40 % de survie a cinq ans dont 15 % de ces survivants ont un 
risque eleve de formation metastasique. 

Tous ces cancers cites ci-dessus produisent de la ferritine. En 
outre, alors que dans les cellules saines, la ferritine est exprimee 
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seulement en intracellulaire, dans le processus neoplasique, reliee le plus 
souvent a I'oncogene c-myc, la ferritine s'exprime generalement sur la 
membrane cellulate. II apparait ainsl clairement que de disposer du produit 
de couplage entre les anticorps monoclonaux et une molecule X telle que 
definie ci-dessus antiferritine permet de cibler specifiquement un spectre 
varie de tumeurs ou de cellules tumorales, qui ont toutes en commun la 
specificite de I'hyperexpression d'un gene de la famille myc. Dans le cas 
d'un traitement par radlotherapie metabolique, ('utilisation d'une IgM est 
interessante de par sa diffusion lente et sa duree de vie plus elevee. 

La liste des pathologies tumorales citees n'est pas exhaustive. Les 
neuroblastomes, les cancers des poumons ou de I'ovaire, presentent 
egalement une surexpression de c-myc. 

Les exemples accompagnes des figures ci-dessous permettent 
d'illustrer Invention et ses performances, sans pour autant la limiter. 

Legende des figures : 

La figure 1 represente des photographies de trois coupes 
histochimiques traitees comme indique ci-apres et marquees a I'anticorps 
monoclonal antiferritine AMB8LK. 

Les photographies A et B sont des coupes de ganglions de 
maladie de Hodgkin. La photographie C est une coupe d'adenocarcinome 
pancreatique. 

La figure 2 represente le chromatogramme obtenu apres 
purification sur Superdex 200 - Colonne 26/60 dans le protocole de 
purification decrit dans le tableau II ci-apres. 

La figure 3 represente les resultats d'un test ELISA sandwich 
(AMB8 LK sur phase soiide, AMB8 LK marque a la phosphatase alcaline 
dans du serum humain). 

Exemple 1 : obtention des anticorps monoclonaux antiferritines : 
a) Comme il a ete dit plus haut, il est important que I'antigene 
utilise pour immuniser les cellules soit obtenu a un fort degre de purete. La 
technique originale, utilisee est decrite dans le tableau II ci-dessous. 
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Tableau II : 



Rate humaine de Minkowsky 
Chauffard 


- Decoupage et broyage 
Sonication 20 min (Duty C. constant/G40 


Rate soniquee 


Chauffage a 70 - 75° C pendant 10 min 


Extrait de rate enrichi en ferritine 


Centnfugation 25 000 g pendant 10 min 


Surnageant de centrifugation 


+ acide acetique — pH 4,8 
Contact 2 heures a4°C 
+ K2HP04- pH 6,5 


Surnageant de centrifugation 


Precipitation fractionnee 

Sulfate d'ammonium 50 % 1 nuit 4° C 

Centrifugation 2 500 g pendant 10 min 


Culot de centrifugation 


Repnse en tampon K2HP04 100 mM, pH 7,2 
Dialyse en tampon K2HP04 100 mM, pH 7,2 
1 nuit 4° C 


Surnageant de dialyse 


Reprecipitation par du Sulfate de cadmium a 
5% 

1 nuit a 4° C 

Centrifugation a 10 000 g pendant 30 min 


Culot de centrifugation 


Reprise en tampon K2HP04 100 mM, pH 7,2 
Dialyse en tampon K2HP04 1 00 mM, pH 7,2 
1 nuit 4° C 


Surnageant de dialyse 


Chromatographie sur SUPERDEX 200 
Concentration par ultrafiltration AMICON 
Tampon phosphate 100 mM, pH 7,2 


Ferritine 50 au sulfate de , 
cadmium j 


toalyses physico-chimique et 
mmunochimique (QC) 


Standardisation et immunisation des souris 



L'analyse du chromatogramme apres chromatographie sur 
SUPERDEX 200 est representee dans la figure 2. 



WO 01/52889 



21 



PCT/FR01/00192 



b) immunisation des souris : 

L'obtention et le clonage des anticorps monoclonaux par 
immunisation de souris sont realises par la methode classique de Kohler et 
Milstein. 

5 c) production et purification des anticorps monoclonaux produits 

par les hybridomes : 

Les hybridomes sont mis en croissance dans un systeme de 
culture cellulaire in vitro sur multitrays (Nunc, references 16795). 

Les cellules sont mises en culture dans du RPMI 4+ TCH. 
10 L'innoculum est constitue de 5 x 10 7 dans 200 ml de TCH. Du milieu RPMI 
(environ 100 a 200 ml) est ajoute tous les deux jours jusqu'a confluence. 
Le surnageant est recolte apres environ une semaine quand les cellules 
sont mortes. 

Le surnageant est concentre dix fois puis charge sur une colonne 
15 de chromatographic sur proteines G sepharose FF (Pharmacia), apres 
dilution de moitie dans du tampon phosphate de sodium 20 mM pH 7. 
Apres la chromatographie, I'anticorps est elue avec du tampon glycine HCI 
0,1 M pH 7 et la colonne est dessalee immediatement contre du tampon 
phosphate de potassium 0,2 M pH 7,2. Le pourcentage de purete obtenu 
20 est d'au moins 95 %. L'isotype, le point isolelectrique et la reactivite par 
immunodiffusion sont ensuite etudies sur ces preparations purifiees. 

Parmi les differents anticorps obtenus et presentes dans le 
tableau I ci-dessus, les anticorps monoclonaux B8 et M29 apparaissent 
comme les plus interessants en termes d'affinite et de specificite pour les 
25 cellules humaines. Ces deux anticorps sont d'isotype IgG 1 Kapa. 
Resultats d'histochimie : 

Les experiences en histochimie ont ete realisees avec un anticorps 
monoclonal B8 couple a la peroxydase. 

a) sur ganglion de Hodgkin, 
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b) sur adeno-carcinome pancreatique. Une etude 
d'immunohistochimie a ete realisee avec I'anticorps AMB8LK dilue au 
1/250e en tampon PBS selon la technique classique a la phosphatase 
alcaline. 

Les tissus ont ete fixes par un bain de paraformaldehyde 4 %, 
ethenolamide 0,1 M pH 7.4 et coules dans la paraffine. Des coupes de 5 u 
sont realisees. Apres deparaffinage par bains de xylene-ethanol, les 
reactions non specifiques sont bloquees par incubation de la preparation 
avec de la serum albumine bovine. La coupe est incubee avec I'anticorps 
AMB8LK a la dilution de 1/256, une heure a temperature ambiante. La 
revelation de la fixation dAMB8LK se fait par un systeme peroxydase 
(Cordell J.-L. et al, J. Histochem 1984 32: 219-229). 

Les resultats obtenus sont represents dans la figure 1. 
L'observation des photographies A et B indique que toutes les 
15 cellules tumorales de Reed Sternberg sont positives pour I'expression de 
Ferritine. 

L'observation de la photographie C indique egalement que la 
tumeur elle-meme est fortement positive pour I'expression de la Ferritine. 
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EXEMPLE 2 : Resultats d'un test ELISA Sandwich 



La reconnaissance d'epitopes repetitifs communs aux isoferritines acides 
et basiques humaines permet d'ameliorer les proprietes diagnostic et 
therapeutiques des anticorps. 

Le test sandwich ELISA permet d'identifier des anticorps diriges contre des 
epitopes repetitifs. En effet, le principe du test repose sur la fixation d'un 
meme antigene d'une part avec un premier anticorps fixe sur une phase 
solide et d'autre part avec un deuxieme anticorps libre et portant un 
marqueur (enzymatique par exemple). Pour que le test soit fonctionnel, il 
faut que deux anticorps au moins puissent reconnaTtre une meme 
30 molecule, autrement dit, que la molecule reconnue comprenne au moins 



WO 01/52889 



23 



PCT/FROl/00192 



) 



deux epitopes repetes. 

L'anticorps monoclonal de I'invention AMB8 LK a ete utilise pour la 
realisation d'un test ELISA sandwich pour la detection des ferritines 
humaines. 

Plus precisement, le test ELISA est realise selon le protocole suivant : 

a) Incubation : 

50 til de standard ou de serum de patient sont deposes dans 
chaque puits. On ajoute 200 H l de l'anticorps anti-ferritine AMB8 LK 
conjugue a la peroxydase. On ajoute ensuite des billes coatees avec 
l'anticorps AMB8 LK dans chaque puits. Le melange est incube deux 
heures sous agitation a temperature ambiante. On lave ensuite 3 fob avec 
une solution de 1 ,5 ml de NaCI 9% 0 Tween 20 2%. 

b) Reaction colnnte • 

300 nl de susbstrat (OPD) est depose dans chaque tube. Le melange 
est incube 30 minutes a temperature ambiante a I'abri de la lumiere. On 
ajoute 2 ml d'HCI 1M dans chaque tube. 

c) Lecture : 

On mesure I'absorbance a 492 nm qui reflete la quantite d'anticorps 
fixes a la ferritine, elle-meme fixee aux anticorps de la phase solide. 
La figure 3 presents les resultats du test. 
II permet la detection de la ferritine humaine d'origine : 

- splenique 

- hepatique 

- cardiaque 

- placentaire. 

Les resultats presentes ici montrent qu'll est possible de realiser un test 
sandwich avec l'anticorps AMB8 LK. Ces resultats demontrent que 
l'anticorps reconnait un epitope commun repetitif sur les isoferritines 
humaines. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation, dans la fabrication d'un medicament pour la 
therapie d'un cancer dont les cellules presentent une surexpression du 
produit d'un gene de la famille myc, d'un anticorps monoclonal anti-ferritine 
5 ou un fragment de celui-ci ou d'une construction incluant un tel fragment, 
ledit anticorps ou ledit fragment reconnaissant un epitope commun aux 
ferritines humaines acides et basiques. 

2. Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle ledit epitope 
commun aux ferritines humaines acides et basiques est repetitif. 

> 3. Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2 dans 

laquelle ('anticorps ou le fragment de celui-ci est couple avec une molecule 
X, ou un X est une molecule toxique, un medicament, une pro-drogue, ou 
un deuxieme anticorps quelle que sort sa specificite. 

4. Utilisation selon I'une des revendications 1, 2 ou 3 dans 
laquelle I'anticorps monoclonal antiferritine est une IgG K d'affinite 
superieure a 10" 9 , ledit anticorps etant mono- ou bi-specifique. 

5. Utilisation selon la revendication 4 dans laquelle, quand 
I'anticorps est bi-specifique, le premier paratope est afin pour la ferritine, et 
le deuxieme paratope est affin pour un epitope specifique d'un antigene de 
surface ou un recepteur specifique d'une cellule cible. 

6. Utilisation selon la revendication 1 , 2 ou 3 dans laquelle 
I'anticorps monoclonal est une IgM ou un fragment de celle-ci. 

7. Utilisation selon la revendication 3 dans laquelle X est un 
radioisotope a emission beta. 
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8. Utilisation selori la revendication 3 dans laquelle X est une 
molecule toxique de type chaine A de la ricine, Abrine, ou chaine A de la 
toxine diphterique. 

9. Utilisation selon la revendication 3 dans laquelle X est une 
5 substance cytolytique de type methotrexate, mitomycine, taxol ou 

adriamycine. 

10. Utilisation selon la revendication 3 dans laquelle X est une 
substance cytostatique et/ou cytotoxique de type ARN antisens. 

11. Utilisation selon la revendication 3 dans laquelle X est une 
10 substance stabilisee par un vecteur de type liposome. 

12. Utilisation selon la revendication 3 dans laquelle, X est un 
anticorps reconnaissant un recepteur specifique d'une cellule tumorale. 

13. Utilisation selon la revendication 3 dans laquelle X est un 
anticorps reconnaissant un antigene de cellules lympoides, dendrrtiques, 

15 macrophagiques ou de type Natural Killer. 

14. Utilisation selon la revendication 3 dans laquelle X est un 
radioisotope a emission alpha. 

15. Utilisation selon la revendication 3 dans laquelle X est un 
radioisotope a emission gamma. 

20 16 - Utilisation selon I'une des revendications 1 a 15 dans laquelle 

un espaceur C5 a C15 est integre dans le produit de couplage et permet 
de liberer la molecule X lorsque le produit de couplage est mis en presence 
d'esterases. 

17. Utilisation dans ia fabrication d'un produit pour determiner ou 
is localiser la presence eventuelle chez un individu d'une tumeur ou de 
cellules cancereuses dans lesquelles le produit de la famille de genes myc 
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5 



est surexprime, d'un anticorps monoclonal anti-ferritine ou d'un fragment de 
celui-ci couple directement ou indirectement a une substance emettrice 
d'un signal, ledit anticorps ou ledit fragment reconnaissant un epitope 
commun aux ferritines humaines acides et basiques. 

18. Utilisation selon la revendication 1 7 dans laquelle ledit epitope 
commun aux ferritines humaines acides et basiques est repetitif. 

19. Utilisation selon la revendication 17 ou 18 dans laquelle 
I'anticorps est couple a un isotope radioactif a rayonnement beta, de type 
Yttrium-90, d'un rayonnement gamma de type lndium-111 ou d'un 

3 rayonnement alpha. 

20. Utilisation selon la revendication 17 ou 18 dans laquelle 
I'anticorps est couple a une substance emettrice d'un signal fluorescent ou 
luminescent. 

21. Utilisation selon I'une des revendications 17 a 20 dans 
laquelle I'anticorps a une affinite superieure a 10" 9 , ledit anticorps etant 
mono- ou bi-specifique. 

22. Utilisation selon la revendication 21 dans laquelle, quand 
I'anticorps est bi-specifique, le premier paratope est affin pour la ferritine, et 
le deuxieme paratope est affin pour un epitope specifique d'un antigene de 
surface ou un recepteur specifique d'une cellule cible. 

23. Anticorps monoclonal antiferritine ou fragment de celui-ci pour 
la fabrication d'un test de diagnostic ou d'un produit therapeutique des 
cancers ou des cellules tumorales dans lesquelles une suppression d'un 
gene de la famille myc est observe presentant au moins les 
caracteristiques suivantes : 

- il reconnaTt un epitope commun et repetitif aux ferritines 
humaines acides et basiques, 
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- son affinite pour I'antigene est superieure a 1 0" 9 Mole/litre. 

24. Anticorps selon la revendication 23 d'isotype IgG K ou un 

derive. 

25. Anticorps selon la revendication 23 d'isotype IgM. 

5 26. Produit de couplage entre un anticorps et une substance X 

choisie dans un groupe constitue de : 

- radioisotopes a Emission beta, alpha ou gamma ; 

- molecules toxiques de type chaine A de la ricine, Abrine, ou 
chaTne A de la toxine diphterique ; 

10 - substances cytolytiques de type methotrexate, mitomycine, 

taxol ou adriamycine ; 

- des ARN antisens. 

ledit anticorps etant un anticorps monoclonal anti-ferritine 
reconnaissant un epitope commun aux ferritines humaines acides et 
15 basiques et ayant une affinite pour I'antigene superieure a 10' 9 Mole/litre. 

27. Produit de couplage selon la revendication 26 dans lequel 
ledit epitope commun aux ferritines humaines acides et basiques est 
repetitif. 

28. Produit de couplage selon la revendication 26 dans lequel X 
20 est stabilise) par un vecteur de type liposome. 

29. Produit de couplage selon la revendication 26 dans lequel un 
espaceur C5 a CI 5 est integre dans le produit de couplage et permet de 
liberer la molecule X lorsque le produit de couplage est mis en presence 
d'esterases. 
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